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RESUMEN

Los cultivos alrededor del mundo estan constantemente amenazados por plagas, la forma mas
comun de combatir este problema es mediante el uso de quimicos. El ecosistema global se ve
afectado dia a dia, por el uso indiscriminado de los mismos, es por eso por lo que se han buscado
alternativas, mas amigables con el medio ambiente y con el ser humano, por ejemplo, un correcto
manejo integrado de plagas (MIP). Este se basa en medidas de prevencion, control bioldgico,
control mecanico, la ultima opcion se refiere al uso de quimicos. Una buena alternativa para el
control de diversas plagas es el uso de hongos entomopatégenos como controlador biolégico, por
ejemplo, Beauveria bassiana. En esta investigacion se evaluaron tres cepas de este hongo para el
control del pulgon Neotoxoptera formosana utilizado como insecto modelo, este se encuentra en
la cebolla y otras especies de la familia Alliaceae. El hongo fue propagado en un medio de arroz
y un caldo nutritivo. La concentracion de esporas fue de 1x107. La cepa 3 resulté ser méas
efectiva en relacion con las otras 2 y el control, tomado en cuenta la variable mortalidad, que
para la cepa 3 fue de 89.10% de mortalidad a los 7 dias del estudio, seguido de la cepa 1 con
82.87% de mortalidad, finalmente la cepa 4 fue la menos efectiva con un 70.03%.

Palabras clave: MIP, afidos, Neotoxoptera formosana, Beauveria bassiana, Allium fistulosum,
mortalidad.



ABSTRACT

Crops around the world are constantly threatened by pests, the most common way to combat this
problem is by using chemicals. The global ecosystem is affected everyday by the indiscriminate
use of them, which is why alternatives have been sought that are more friendly to the
environment and to humans, for example, a correct integrated pest management (IPM). This is
based on preventive care, biological control, mechanical control, and the last option is related to
the use of chemicals. A good alternative for the control of various pests is the use of
entomopathogenic fungi as a biological controller, for example, Beauveria bassiana. In this
investigation, three strains of this fungus were evaluated for the control of the aphid
Neotoxoptera formosana used as a model insect, this is found in onions and other species of the
Alliaceae family. The fungus was propagated in a medium of rice and a nutritious broth. The
spore concentration was 1x107. Strain number 3 turned out to be more effective in relation to the
other 2 and the control, considering the variable mortality, which for strain 3 was 89.10% at the
7th day of the study, followed by strain 1 with 82.87% of mortality, finally strain 4 was the least
effective with 70.03%.

Keywords: MIP, aphids, Neotoxoptera formosana, Beauveria bassiana isolates, Allium
fistulosum, mortality.
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1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

1.1.1 Los afidos.

Los cultivos de todo el mundo se encuentran constantemente amenazados por una extensa
variedad de plagas (Villacide y Masciocchi, 2014), una de las més diversas son los afidos que
tienen alrededor de 4 mil especies, de las cuales 500 son de gran importancia econémica y
sanitaria en una gran cantidad de sembrios (Augustyn y otros, 2016). Estos insectos con un
tamafo de aproximadamente 3mm pueden causar dafio en cultivos como, hortalizas, legumbres,
cereales, tubérculos, frutas. Por ejemplo, en el tomate rifidn (Solanum lycopersicum), pimiento
(Capsicum annum ), lechuga (Lactuca sativa), papa (Solanum tuberosum), maiz (Zea mays),
habas (Vicia faba), meldn (Cucumis melo), pepino dulce (Solanum muricatum) etc., asi como en
cultivos de plantas ornamentales como las rosas (Rosa sp.),y plantas forestales, pueden verse
afectados por estos insectos (Dughetti, 2012; Chaudhary y otros, 2009; Wieczorek y otros, 2019;
Goénzales y otros, 2019; Jensen, Enkegaard, y Steenberg, 2019).

Los afidos son también conocidos como pulgones, estos tienen una capacidad
reproductiva rapida. La reproduccion de los pulgones se puede dar por dos formas, sexual y
asexual (partenogénesis). La mas comin es de manera asexual, en paises como Ecuador que
tienen solo estaciones de verano e invierno, la hembra al no necesitar del macho puede producir
crias mediante partenogénesis (Flint, 1998). Todo empieza con una hembra fundadora que nace
de un huevo, y a partir de esta, podra agrandar la especie sin una reproduccion sexual. Por
ejemplo, cuando llega el verano, los pulgones se propagan facilmente y crecen en alrededor de
una semana, en la cual ya estan listos para reproducirse o producir nuevamente crias, las hembras

pueden producir entre 50 a 100 crias (Villacide y Masciocchi, 2014), de las cuéles todas seran
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hembras, a menos que haya nacido una hembra que deberia ser alada y sexupara, la misma, si
tendra la capacidad de engendrar machos (Stern, 2008). EI nimero de crias que pueden nacer por
hembra muestra que la poblacion de estos insectos puede crecer aceleradamente. Es importante
considerar que la forma de reproducirse depende de las condiciones del medio. La reproduccion
sexual se da especialmente en la época de otofio, para los paises de cuatro estaciones, donde las
hembras colocan solo un huevo, que en primavera eclosionara y nacera la hembra fundadora,
esta es aptera y no necesita del macho para producir crias (Flint, 1998; O"Farril, 2005, Stern,
2008).

Es importante conocer el ciclo de los afidos, para poder llevar un correcto control de
estos y evitar problemas. El ciclo de los pulgones tiene entre dos a tres etapas; huevo (solo
cuando hay reproduccion sexual), ninfa y adulto. En la etapa de ninfa el pulgon puede llegar a
tener hasta 4 mudas, previo a la adultez. Los afidos pueden llegar a cumplir su ciclo entre 15 dias
a 1 mes (O Farril, 2005). Tienen un corto tiempo de vida, pero su capacidad reproductiva es muy
eficiente para multiplicar la poblacion solo en una semana. Con las condiciones ptimas y un
cultivo para hospedarse, los afidos pueden llegar a tener un nimero extenso de generaciones a
largo de todo el afio (Jackson, 2017).

Uno de los mayores riesgos de tener afidos en los cultivos es que estos tienen la
capacidad de transmitir virus debido a la anatomia de su aparato bucal (Dughetti, 2012). Al tener
un aparato bucal picador-chupador, el insecto se clava en las partes blandas de la planta como las
hojas y tallos jovenes succionando la savia (Stern, 2008). La trasmision se da cuando una planta
estd enferma y el pulgon se ha alimentado de la misma, luego se mueve a una planta sana donde
se vuelve a alimentar, infectando la planta, el virus se transmite de forma sistémica a toda la

planta mediante el floema donde infecta las células circundantes (Gergerich y Dolja, 2006). Un
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ejemplo de transmisidn de virus es lo que sucede con el “Iris yellow spot virus” (I'YSV; familia
Bunyaviridae, género, Tospovirus), el mismo que se transmite entre cebollas y otras plantas de la
familia Alliacea. Los sintomas de 1'YSV consisten en manchas ovaladas a lesiones en forma de
diamante, amarillas, de color verde claro o de color paja (a veces necréticas) en las hojas, hojas
del escapo y bulbo de la cebolla o alguna de las especies de la familia Alliacea. En las primeras
etapas de la infeccion, las lesiones aparecen como anillos ovalados y concéntricos. Algunas
manchas verdes se pueden observar dentro de las lesiones necroticas. Por lo general se originan
alrededor de un punto de alimentacion del insecto, no solo los pulgones, sino también pueden ser
thrips, mosca blanca (CABI, 2019). Hay que considerar que la transmisién del virus no depende
de una poblacion extremadamente grande, pues solo se necesita un afido contaminado para que
transmita el virus.

Los afidos pueden tener dos tipos de comportamientos, respecto a su alimentacién
(Guerrieria y Digilio, 2008). Pueden ser especies monofagas como Dysaphis plantaginea que se
alimenta solo en plantas de manzana. Por otra parte, se pueden encontrar especies polifagas,
donde una misma especie puede afectar diversos cultivos, por ejemplo, Aphis fabae, este pulgdn
se lo puede encontrar en las habas, pero también se ha reportado en otros cultivos como las
papas, tomate, lechugas, etc. (Jensen y otros, 2019). Ademas de la gran capacidad de poder
trasmitir virus, también causan otros dafios en las plantas como, amarillamiento en las hojas,
enrollamiento de hojas (afectando a la fotosintesis), manchas (que dafian la calidad del producto)

(Augustyn y otros, 2016).
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Corniculos

Figura 1 Partes anatdmicas de un pulgén (Villacide y Masciocchi, 2014)

El pulgon tiene en la parte final de su abdomen, dos estructuras anatémicas, llamadas
corniculos (figura 1), por donde secretan sustancias y hormonas para ahuyentar a los
depredadores (Fericean y Corneanu, 2017; Siddiqui, y otros, 2019). Al final de tracto digestivo
excreta sustancias azucaradas que pueden causar problemas (Ponsen, 1991), ya que atraen a las
hormigas, a parte esta melaza promueve la formacion de fumagina; que es el resultado del
crecimiento de un hongo saprofito, la fumagina cubre la hoja, evitando que esta realice una
correcta fotosintesis (Chaudhary y otros, 2009). Como resultado la planta se vera afectada
gravemente. En los citricos es muy comun ver estas manchas oscuras en las hojas, y también en

los frutos.

1.1.2 Pulgdn de la cebolla, Neotoxoptera formosana

Se ha reportado en varios paises la presencia de este pulgon, en Holanda, Espafia, India,
Inglaterra, Brasil, Colombia, Argentina (Filho, y otros, 2005; Piron, 2010; Pérez, 2011; Costa y
otros, 2012). No se hallaron registros de reportes de este pulgén en el Ecuador.

Neotoxoptera formosana es probablemente de origen asiatico, pero ahora se distribuye en
América del Norte y del Sur, Europa, Australia y Nueva Zelanda (MacLeod, 2007). Esta plaga se

ha encontrado en varios paises, pero se sabe muy poco de su biologia, su reproduccion es
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asexual, de lo que se ha reportado (Vasicek y otros, 2000). Y solo se hospeda en plantas de la

familia Alliaceae (Vasicek y otros, 2005; Vasicek y otros, 2007).

1.1.3 Control convencional

En el Ecuador se puede presenciar como los pulgones atacan diversos cultivos, como se
menciond anteriormente, el problema es que el control que se realiza para esta plaga se lo hace
de manera convencional, 6sea con el uso de quimicos, que en muchas ocasiones es de uso
indiscriminado. Segun el INEC (2016), en cultivos permanentes el 50.03% de los agricultores
utilizaron agroquimicos para el control de plagas y enfermedades. Y en cultivos transitorios este
porcentaje aumenta, donde 78.24% de los agricultores utilizanron agroquimicos. Es un
porcentaje alarmante, pues debido a la informalidad de una gran parte de los agricultores, no se
respetan las dosis de los agroquimicos, para la extension del terreno y el cultivo. A parte de
afectar al medio ambiente con el uso indiscriminado de quimicos; el principal afectado es el
mismo ser humano, debido a la residualidad de los quimicos en los alimentos, eso se puede
observar en el estudio de Curillo (2015), que observé la residualidad que tenian ciertos alimentos
como la frutilla, el tomate y la papa donde indicé la presencia de plaguicidas como
(organofosforados, piretroides y carbamatos). Lo mismo sucede con los demas alimentos que son
tratados con agroquimicos sin usar las correctas dosificaciones, por eso la gran importancia del

correcto manejo integrado de plagas.

1.1.4 Control mediante MIP.

Dentro de un manejo integrado de plagas (MIP), existen varias formas de controlar a
estos insectos. Empezando por un buen manejo cultural, continuando con el control mecéanico,
posteriormente con el control bioldgico, finalmente si no se ha logrado combatir la plaga con

alguna de las estrategias anteriores, se procede con el control quimico (Flint, 1998). En el caso
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de Ecuador, todavia no hay una cultura de un buen manejo integrado de plagas, por eso cuando
aparece una plaga en un cultivo, en la mayoria de los casos, el agricultor opta como primera
opcidn el control quimico. Como consecuencia, existe un uso indiscriminado de quimicos
agricolas en el pais.

La observacion es el paso numero uno del MIP, donde se identifica qué plaga es la que
esta atacando el cultivo. Después tener un buen manejo cultural es primordial, y se debe
mantener el cultivo vigilado. Un dato importante sobre el manejo cultural que se deberia
considerar es, que hay que tener cuidado con la fertilizacién de los cultivos pues, si se llega a
sobre fertilizar con nitrogeno, esto atraera a los pulgones (Augustyn, y otros, 2016).

Cuando el manejo cultural ya no sea efectivo es necesario, ir por el control bioldgico
(Kimy otros, 2013), vy si este no funciona, el control quimico sera la tltima opcion. Dentro de la
investigacion para el control bioldgico no siempre se obtienen resultados positivos, por ejemplo
en este estudio (Comerio y otros, 2008) se aisl6 Conidiobolus coronatus, es un hongo saprofito,
que se utilizé con Neotoxoptera formosana, tuvo un buen efecto al momento de combatir esta
plaga, el problemas es que también afecta al ser humano, el momento que la persona manipula el
hongo, esta se encuentra en peligro. Puede causarle inflamaciones en la piel, y causa infecciones
orofaciales. Por eso buscan hongos que sean efectivos contra las plagas, pero inofensivos con el
ser humano.

Otra forma de aprovechar el control biolégico es mediante el uso de enemigos naturales
como la cria de Chrysoperla, las larvas de esta se alimentan de pulgones. (Costa y otros, 2012).
Asi también los coccinélidos, comunmente conocidos como mariquitas, son de los depredadores
mas importantes de los pulgones, estos coledpteros ayudan a controlar estos insectos plaga

(Minarro, 2011).
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Por otra parte, los extractos también tienen sus beneficios, y pueden ser una buena
alternativa por ejemplo el extracto de Neem que funciona como insecticida (Nzanza y Mashela,
2012). Los aceites esceciales también pueden ser grandes atrayentes o repelentes para los
insectos. El extracto de romero funciondé muy bien como repelente para Neotoxoptera formosana

(Hori y Komatsu, 1997), (Hori M., 2007).

1.1.5 Hongos entomopatdgenos.

Los hongos entomopatdgenos estan dentro de un gran grupo de microorganismos que
permiten mantener en equilibrio los sistemas agroecoldgicos. Teniendo la capacidad de regular
plagas. Estos hongos fueron los primero utilizados, para el bio-control de plagas. Estos
entomopatdgenos, son preferidos para matar insectos en varias etapas de su ciclo de vida. Hay
una variedad muy diversa de especies de hongos, que son capaces de infectar a diversos insectos.
Estas especies patdgenas de hongos se encuentran en una amplia gama de adaptaciones y
capacidades infectantes, incluyendo patdgenos obligatorios y facultativos (Sinha y otros, 2016).

Se hacen estudios de evaluacion de hongos entomopatdgenos presentes en plagas de
diversos cultivos como en el tomate (Reyes, 2009) y otras hortalizas de consumo masivo. Asi
como también, en cultivos de palma para extraccion de aceite, en este cultivo existe la presencia
de la gualpa (Rhynchophorus palmarum L ), que causa varios dafios a la palma, la enfermedad
del anillo rojo es una de las mas graves, la gualpa es el vector del nematodo (Bursaphelenchus
cocophilus) que causa esta enfermedad. Se ha estudiado la aplicacion del hongo Beauveria
bassiana para el control de esta plaga y se ha visto que es realmente eficiente (Guevara, 2018).

Beauveria sp. es un hongo filamentoso, perteneciente a la clase de los Deuteromicetos.
Las especies méas conocidas y de importancia son: Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii,

Beauveria amorpha y Beauveria caledonica (Baverstock y otros, 2009). Beauveria bassiana es
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un hongo que crece naturalmente en el suelo en todo el mundo y actia como un patégeno en
varias especies de insectos, causando una enfermedad llamada muscardina blanca, pertenece a
los hongos entomopatogenos (Dresnes, 1950). La mayoria de los aislados de Beauveria sp. son
altamente especificos del huésped. En el huésped, el micelio emerge a travées del exoesqueleto
del huésped para formar una densa cubierta blanca en la superficie. En una microscopia se ve
que B. bassiana tiene células conidiogenas (hifas) con bases globosas y los conidios extendidos y
globosos (Sinha y otros, 2016). Para la caracterizacion de la B. bassiana, sucede algo muy
importante con los insectos muertos infectados por especies de Beauveria, presentan una cubierta
blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del hongo. (Castillo, y otros, 2012)

Beauverias nativas, han sido aisladas para el control de broca (Gerénimo, y otros, 2016)
Para el pulgdn del meldn también, se ha utilizado el control con Beauveria bassiana (Gonzales y
otros, 2019) para el control de la gualpa en la palma africana también ha sido efectivo (Guerri y
otros, 2011), (Guevara, 2018). Por otra parte el psilido de papa también ha sido controlado con
hongos entomopatogenos, esta plaga de la papa es la causante de la enfermedad de la punta
morada que puede llegar provocar hasta el 100% de pérdidas (Juarez, 2011).

Los trips, mosca blanca y el gusano del maracuya también han sido controlados con
cepas de Beauveria bassiana. (Wu, y otros, 2013), (Ruiz y otros, 2009), (Malpartida, Narrea, y

Dale, 2013).

1.15.1 Proceso de infeccion.
El proceso de infeccion del hongo entomopatdgeno al insecto empieza con la adhesién de
la espora a la cuticula del afido. A continuacidn, inicia la germinacion de la espora, luego las
mismas penetran en la cuticula, para luego crecer dentro del hemocele, provocando la muerte del

insecto. Para finalmente esporular y contaminar a otros insectos (Boucias y Pendland, 1991).
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Por otra parte, este hongo también tiene la capacidad de producir metabolitos que pueden
llegar a producir la muerte de los insectos. Se pueden encontrar metabolitos activos como la
beauvericina, bassianolida, beauveriolida I, beauveriolida 111 (Patocka, 2016). Estos metabolitos
se han encontrado en micelos del hongo y se ha observado que causan dafio al insecto que sea
suceptible al mismo, el metabolito bassianolida puede ser considerado uno de los mayores

factores de viurulencia de Beauveria bassiana (Patocka, 2016).

1.2 Justificacion

En busca de una alternativa al control de plagas tradicional, se ha optado por el uso de
controladores bioldgicos, que han sido probados y se han obtenido resultados positivos. De todas
maneras, un gran porcentaje de agricultores utilizan el control quimico como la mejor opcion para
el control de plagas, ya sea por desconocimiento o por rentabilidad, ya que el costo de un producto
de control biolégico puede ser mas elevado en la mayoria de los casos, en relacion con un producto
quimico.

Se considera bajo, el namero de personas que mueren por el uso de plaguicidas, pero es
importante considerar que miles de personas se envenenan con los mismos, esto les trae desde
consecuencias leves a graves. Considerando datos de la OMS, “anualmente se intoxican dos
millones de personas por exposicion directa o indirecta a plaguicidas. De ese total, las 3/4 partes
de afectados pertenecen a los paises subdesarrollados, donde se utiliza el 25% de la produccion
mundial de plaguicidas”. (Gonzélez, 2014).

Este antecedente deja més clara la importancia de un correcto manejo integrado de plagas,
y la necesidad de que se busquen procesos mas limpios y menos riesgosos de produccion, tanto

para las personas que cultivan los alimentos, asi como para las personas que consumen los mismos
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y sin olvidarse del ecosistema, pues las fuentes de agua son las méas afectadas, las mismas que
terminaran afectando al humano con el consumo de agua contaminada.

Se ha visto que el hongo Beauveria bassiana se encuentra en el suelo o en insectos que han
sido infectados por este hongo; asi que es un recurso que esta disponible, y que con la investigacion
se puede llegar a optimizar un proceso que permita crear un producto, que pueda llegar a
agricultores de recursos limitados, esto sumado a un proceso de educacion podra crear la diferencia
entre la produccion convencional y una produccion de alimentos mas limpia.

Todo lo mencionado anteriormente le da valor a esta investigacion que es parte de la
busqueda de alternativas al uso de agroguimicos para el control de plagas. Para realizar este
estudio se utilizé una planta modelo y un insecto modelo. Por el manejo sencillo se utilizaron
plantulas de cebolla de rama (Allium fistolosum) y por la presencia abundante de pulgones
(Neotoxoptera formosana) en la granja experimental de la Universidad San Francisco de Quito,
se uso esta especie de pulgones que previamente fue identificada. La prueba para el control de

estos insectos se hizo con el hongo Beauveria bassiana.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Determinar la cepa mas efectiva, después del estudio de tres de cepas del hongo Beauveria

bassiana para el control de Neotoxoptera formosana.
2.2 Objetivos especificos

e Identificar el afido recolectado

e Caracterizar las cepas por microscopia

e Evaluar el porcentaje de mortalidad del pulgon Neotoxoptera formosana, ante el

tratamiento con 3 cepas de Beauveria bassiana.
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2.3 Hipotesis

Los tres hongos entomopatdgenos controlan a Neotoxoptera formosana bajo condiciones
de invernadero.

3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Material bioldgico

3.1.1 Afido recolectado

El pulgon Neotoxoptera formosana fue recolectado en la granja experimental de Puembo
de la USFQ para la respectiva identificacion. Se recolectd de cebollas shallot (Allium cepa grupo
aggregatum) que tenian brotes. Se procedio a la observacion en un estereomicroscopio para el
cuerpo externo, donde se identificaron partes anatomicas bésicas de los pulgones, como la

presencia de corniculos, el aparato bucal, las antenas, el térax, abdomen (EPPO, 2005).




25

En la figura 2 se ve una poblacion del pulgon a controlar, se puede observar a las
hembras con sus crias, se caracterizan por el color café oscuro brillante en la mayoria d ellos

casos, Y las crias por un cafe palido, en el proceso de la muda van cambiando de color.

Figura 3 Afido (Neotoxoptera formosana), visto en el estereomicroscopio, (recolectado de:
Granja experimental USFQ).

En la figura 3A, se puede visualizar el aparato bucal, muy caracteristico de los afidos al
ser picador-chupador, Figura 3B se observa en la parte final del abdomen, dos estructuras que
sobresalen, las mismas son conocidas como corniculos, igualmente muy caracteristicas de la
especie.

Para identificar este pulgon se realiz6 una observacion exhaustiva de las partes claves que
permitirian clasificar a este insecto. La coloracion en las patas es importante tomar en cuenta,
donde el dltimo segmento de estas tiene una coloracion mas oscura, al igual que la base de las

patas.



Figura 4 (A) Microscopia de Neotoxoptera formosana. Las patas, el térax y la cabeza son
importantes para su identificacion, (B) Imagen comparativa (Augustyn, y otros, 2016)

Todas las caracteristicas importantes coinciden entre los pulgones recolectados en el

campo en la granja USFQ (figura 4A) y la correspondiente a la clave taxonémica (figura 4B).

3.1.2 Taxonomia del afido
e Reino: Animalia
e Filo: Arthropoda
e Clase: Insecta
e Orden: Hemiptera
e Suborden: Sternorrhyncha
e Familia: Aphididae
e Género: Neotoxoptera

e Especie: formosana
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3.1.3 Coleccion de campo de Beauveria bassiana
En septiembre 2018 se recolectaron, en la granja experimental USFQ, muestras de
pulgones infectados, éstos se llevaron a laboratorio donde fueron aislados en medio PDA. Se

realizaron varios aislamientos, de éstos se seleccionaron tres para ensayos posteriores.

Figura 5 A: Cepa 1, B: cepa 3 y C: cepa 4, aisladas de pulgones infectados de la granja
experimental de la USFQ.
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En la figura 5 se puede observar la forma de crecimiento en caja Petri del hongo. Una
caracteristica general entre las tres cepas, es su color blanquecino. Estas cepas tenian un mes 'y
medio de crecimiento el momento que se tomo la fotografia.

De las tres cepas seleccionadas se prepararon placas para la observacion de las
estructuras, las cuales fueron comparadas con las claves correspondientes como se observa en las

figuras, 6, 7y 8.

Cepal

conidiogenous oell

hypha

Figura 6. Microscopias de Beauveria bassiana (A) Ejemplo comparativo de microscopia de B.
bassiana (BermUdez, 2015) (B) Microscopia cepa 1 (lente objetivo 40X-aumento total 400X).

Cepa 3

oldest spore

conidiogenous cell

hypha

Figura 7 Microscopias de Beauveria bassiana (A) Ejemplo comparativo de microscopia de B.
bassiana (Bermldez, 2015) (B) Microscopia cepa 3 (lente objetivo 40X-aumento total 400X).
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Cepa 4

oldest spore
%/ youngest spore

conidiogenous cell

hypha

Figura 8 Microscopias de Beauveria bassiana (A) Ejemplo comparativo de microscopia de B.
bassiana (Bermudez, 2015) (B) Microscopia cepa 4 (lente objetivo 40X-aumento total 400X).

“El tamafio de las células conididgenas es de 3.8-7 x 1.3-1.8 um. Los conidios de B.
bassiana son hialinos, lisos, de forma globosa a elipsoidal con un tamafio de 2.2-3 um de
diametro” (Garcia, 2011). Las hifas de este hongo son septadas y llegan a medir alrededor de 2.5
pum y ahi se formaran las conidiosporas. La razon por la que la apariencia del hongo es
blanquecina es porgue las hifas y las esporas son hialinas Con las microscopias se confirmo que
las cepas son Beauveria bassiana. Considerando la distribucion de las esporas. (Holder y otros,

2007).

3.2 Metodologia de laboratorio

3.2.1 Multiplicacion inicial in vitro

Una vez aislada la cepa se hizo multiplicacion in vitro en medio PDA

3.2.2 Produccion de Beauveria bassiana en arroz como sustrato

e Sepesd 150 gramos de arroz y se coloco (125 ml de caldo nutritivo (ver anexo))
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El arroz se debe remojar con el caldo nutritivo anexo, por esa razon se deja
reposar unos 20 min para que se hidrate (Chiriboga y otros, 2015).

A continuacion, se coloca un algodén en la parte de arriba de la funda y luego se
cierras con una liga. Y se lleva a autoclavar a 121 °C por 15 min (Antiay
otros,1992), (Caballero, 2014).

Se deja enfriar y se masajea para que el arroz se suelte.

El proceso de siembra se lleva a cabo en una camara de bioseguridad. Ahi se abre
con cuidado la funda, se debe esterilizar un mango de bisturi, con eso se hace un
corte de un cuadrado de 1mm por 1mm del hongo, al bisturi se le pone en alcohol
al 90% y antes de hacer el corte se flamea, se deja que se enfrie y se hace el corte
en la caja.

Ese cubito se pasa a la funda con arroz y se cierra, si la parte del Agar que tiene el
hongo queda en contacto con el arroz es mejor.

Cada 3 dias se revisa la funda para ver si hay crecimiento del hongo, y verificar

que no se contamine (Gémez y otros, 2014).

Figura 9 Arroz reposando con el caldo base



31

Figura 10 Crecimiento del hongo a los 7 dias.

Figura 11 Crecimiento del hongo a los 10 dias.

3.3 Preparacion de la solucion de esporas (concentracion 1x107)
e Se pesd 50 gramos del arroz con Beauveria bassiana
e Sediluy6 con 250 ml de agua destilada

e Se afladi6 0.25 ml de fijador comercial de uso agricola Porter.
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Figura 12 Preparacion de la solucion de esporas

3.4 Evaluacion de las tres cepas frente a Neotoxoptera formosana en condiciones de
invernadero

3.4.1 Fase experimental.

Se trasplantaron 10 plantas de cebolla individualmente en vasos por tratamiento, cada
vaso contenia un sustrato consistente en una mezcla balanceada de cascarilla de arroz y tierra
negra, todos los vasos de cada tratamiento fueron ubicados en una caja pléstica después de ubicar
10 pulgones por planta. Cada tratamiento fue identificado como cepa 1, 3 y 4 respectivamente,

mas el control con agua destilada y fijador.
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Figura 13 Siembra de plantulas de cebolla de rama

Se les realiz6 un corte a las puntas de las cebollas para que tengan todas un tamafio
uniforme, después de la siembra se colocd agua para asentar el sustrato, para un correcto drenaje

se hicieron pequefios orificios en la base de los vasos.

Figura 14 Disefio del experimento con cuatro tratamientos y sus réplicas

Cada caja plastica corresponde al bloque donde se aplicé el respectivo tratamiento
mediante aspersion la concentracion 1x10°. En la caja A se aplico la cepa 1, en la caja B se

aplico la cepa 3, en la caja C se aplico la cepa 4 y finalmente en la caja D fue aplicado el control.



Figura 15 Pulgones en la plantula de cebolla.

Los pulgones fueron colocados en la planta uno por uno con un pincel muy fino.

3.5 Disefio experimental

Consistio en tres tratamientos equivalentes a tres cepas de hongos rociados sobre los
pulgones a una concentracion de 1x107, y el control con agua mas fijador. Para determinar
diferencias estadisticas significativas se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y para
verificar las diferencias entre tratamientos se realizé una prueba de separaciéon de medias de

Duncan (P<0,05) (Sanchez O., 2017).
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4 RESULTADOS
Cada tratamiento consistio en la aspersion de cada cepa a una concentracion de 1x10” y el
testigo, cinco dias después se evaluaron los primeros resultados que se presentan a continuacion

en la figura 16.

Dia5
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Cepa 3 Cepal Cepa 4 Control

Tratamientos

Figura 16 Numero de pulgones vivos en el dia 5, después de aplicar los tratamientos: cepa 1,
cepa 3, cepa 4y el control.

En la figura 16 se observa que la barra del control es significativamente mayor que los
demas tratamientos, con un total de 202 pulgones vivos, que es considerablemente mayor que la
cepa 1, 3y 4. Con el valor del ANOVA tomando en cuenta el valor critico de F, se confirmé la

diferencia estadistica significativa (ver Anexo 4).

Tabla 1 Obtencion del valor de Duncan del dia 5 con pulgones vivos.

Prueba de Duncan

Valor 2 3 4
D 2.89 3.03 3.13
SY 2.266912 2.266912 2.266912

Valor de Duncan 6.551375 6.868743 7.095434
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Tabla 2 Resultados de la prueba de Duncan del dia 5 con pulgones vivos.

Duncan b b b a

Tratamientos  Cepa 3 Cepal Cepa 4 Control

y 5.7 6.7 9.2 20.2

Con las tablas 1 y 2, después de hacer la prueba de Duncan, se comprobé que el Control
es diferente de que las cepas 1, 3 y 4. Lo que muestra un resultado positivo.
No hay diferencias significativas entre las tres cepas, las diferencias son minimas

(asignandoles la letra b a las 3). Este resultado indica que B. bassiana esta actuando.
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Tratamientos

Figura 17 Namero de pulgones muertos en el dia 5, después de aplicar los tratamientos: cepa 1,
cepa 3, cepa 4y el control.

En la figura 17 se puede apreciar que la cepa 3 provocé mas muertes de pulgones con
relacion a la cepa 1y 4. Hay una amplia diferencia entre la cepa 3 y el control, también con el
valor del ANOVA tomando en cuenta el valor critico de F se confirmé la diferencia estadistica

significativa.
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Tabla 3 Obtencion del valor de Duncan del dia 5 con pulgones muertos.

Prueba de Duncan

Valor 2 3 4
D 2.89 3.03 3.13
SY 0.845686 0.845686 0.845686
Valor de Duncan 2.444033 2.562429 2.646998

Tabla 4 Resultados de la prueba de Duncan del dia 5 con pulgones vivos.

d c b a
Tratamientos control cepas cepal cepa3
y 1.4 7.9 10.6 17.1

Con las tablas 3 y 4 se logré determinar que existen diferencias significativas entre los
tratamientos. Por eso cada uno tiene asignado una letra. En el orden de efectividad se puede decir
que la cepa 3 ha actuado de manera mas eficiente, le sigue la cepa 1, después la cepa 4y
finalmente el control. El resultado del control confirma que las cepas son eficientes con

diferentes rangos.
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Muertos 106 171 79 14
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Figura 18 NUumero total de pulgones vivos y muertos en el dia 5
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Se puede observar en terminos generales como actuaron las cepas en el dia 5, donde la
cepa 3y el control tiene una amplia diferencia entre pulgones vivos y muertos. La cepa 3 maté a
171 pulgones, mientras que la cepa 4 solo 79. El control tiene solo 14 pulgones muertos, que se
relaciona con una muerte natural. La cantidad de pulgones esta relacionada con la gran capacidad

reproductiva gque tienen y que se menciono anteriormente.
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Figura 19 Numero de pulgones vivos en el dia 7, después de aplicar los tratamientos: cepa 3,
cepa 1, cepa 4y el control.

Como se observa en la figura 19, el resultado del control en el dia 7 respecto al nimero
de pulgones vivos es el esperado pues tiene un valor significativamente mayor en relacién con
los tres tratamientos. Quiere decir que para el dia 7 las cepas del hongo B. bassiana siguieron

actuando.

Tabla 5 Obtencion del valor de Duncan del dia 7 con pulgones vivos.

Prueba de Duncan

Valor 2 3 4
D 2.89 3.03 3.13
SY 2.798809 2.798809 2.798809

Duncan 8.088559 8.480392 8.760273
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Tabla 6 Resultados de la prueba de Duncan del dia 7 con pulgones vivos.

b b b a
Tratamientos Cepa 3 Cepal Cepa 4 Control

v 2.8 4.4 7.7 28.5

En la tabla, después de hacer la prueba de Duncan, se comprobo que el Control es
diferente de que las cepas 1, 3y 4.

No hay diferencias significativas entre las tres cepas, las diferencias son minimas.
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Figura 20 Numero de pulgones muertos en el dia 7, después de aplicar los tratamientos: cepa 3,
cepa 1, cepa 4y el control.

En la figura 20, se puede visualizar que la cepa 3 continla siendo efectiva en relacién con
las demas cepas y el control, provocando mas muertes con un total de 192. Con el valor del
ANOVA tomando en cuenta el valor critico de F se, confirm¢ la diferencia estadistica

significativa.
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Tabla 7 Obtencion del valor de Duncan del dia 7 con pulgones muertos

Prueba de Duncan

Valor 2 3 4

D 2.89 3.03 3.13

SY 1.387611 1.387611 1.387611
Duncan 4.010194 4.20446 4.343221

Tabla 8 Resultados de la prueba de Duncan del dia 7 con pulgones vivos.

c b b a

Tratamientos = Control Cepa 4 Cepa 1 Cepa 3
y 2.8 10.6 12.5 19.2

Con las tablas 7 y 8 se confirmo que la cepa 3 fue més efectiva, pues tiene diferencia
estadistica con la cepa 1, 4 y el control. Entre la cepa 1 y 4 no hay diferencias estadisticas, pero
ambas tienen diferencia estadistica con el control. Lo que quiere decir que igualmente actuaron,

pero con menos eficacia.
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Figura 21 Numero total de pulgones vivos y muertos en el dia 7

En la figura 21 se observa que la cepa 3 mantuvo su eficacia a largo del estudio. Pues los

valores de pulgones vivos y muertos son favorables para controlar esta plaga.
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Figura 22 Porcentaje de mortalidad final de los tratamientos: cepa 3, cepa 1y cepa 4.

En condiciones normales del experimento la poblacién inicial de 100 se multiplicé a 285
vivos en el control por lo que se esperaria que sin la aplicacion del hongo en todas las cajas se
deberia encontrar esa poblacion promedio. Se asume entonces que los 285 pulgones menos los
28 muertos, es decir 257 son el promedio corregido o el 100 % de pulgones vivos, considerando
este porcentaje se calcula el porcentaje de vivos por tratamiento que corresponde para las cepas
3,1y4al0,89%, 17,12% y 29,96% respectivamente, por lo tanto, la mortalidad en porcentaje y
en el mismo orden sera 89,10%, 82,87 y 70,03% respectivamente (ver figura 22). Asi la variable
mortalidad fue calculada y se pudo ver qué tan efectiva ha sido cada una de las cepas. Al final de

este estudio la cepa 3 fue efectiva con un 89.11% de mortalidad, le sigue cepa 1 con 82.88%,

después la cepa 4 con 70.03%.
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Figura 23 Comportamiento de la cepa 3 durante los 7 dias de estudio

En la figura 23 se puede visualizar el comportamiento de la cepa 3 durante los 7 dias del
estudio. Para el dia 3 los pulgones tuvieron su pico de reproduccion y conforme fue actuando el

hongo, la poblacion de este pulgén comenzo a disminuir. Para el dia 7, solo quedaron 22 vivos.
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Figura 24 Comportamiento de la cepa 1 durante los 7 dias de estudio

La cepa 1 tuvo un comportamiento similar, que la cepa 3. Para el ultimo dia del estudio

quedaron 44 pulgones vivos.
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Figura 25 Comportamiento de la cepa 4 durante los 7 dias de estudio

Se puede observar en la figura 25 que la cepa 4 fue la menos efectiva, al final del estudio
la poblacion de pulgones vivos era bastante alta con 77 pulgones vivos.
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Figura 26 Comportamiento del control durante los 7 dias de estudio

El control tuvo el resultado esperado, pues los insectos nunca tuvieron contacto con los
tratamientos de Beauveria bassiana. En el control el pulgdn Neotoxoptera formosana, pudo

reproducirse libremente.
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Figura 27 Pulgones infectados por el hongo a los 7 dias de tratamiento

5 DISCUSION

Una de las observaciones mas interesantes que genera un tema a discutir, es el color que
se puede observar en las diferentes cajas Petri con Beauveria bassiana, pues en la parte posterior
es posible observar una coloracién amarillenta, en el estudio de Patocka (2016), se estudiaron los
pigmentos que produce este hongo y se encontrd que se debe a dos alcaloides, el primero
Ilamado telenina y el segundo basianina. Tanto los pigmentos como los metabolitos activos, han
mostrado tener caracteristicas insecticidas, lo cual permitira asociar el pigmento amarillo que se
observa en la figura 5, con estos alcaloides (son otros metabolitos), y de esa manera se puede
decir que en parte son responsables de la muerte de los insectos.

Las cepas 3y 1, tuvieron mayor efectividad, y si se observan las imagenes de las cajas
con B. bassiana, la intensidad del pigmento es mayor en la cepa 3 y 1, ambas tuvieron un mejor
efecto al momento de controlar los pulgones. En el caso de la cepa 4 se puede ver que no
controlé de la mejor manera al pulgén, y si se ve el color de la caja petri, la misma no desarrollo
mucho pigmento y tampoco controld con la misma (Liu y otros, 2015).

Un correcto desarrollo tamafio especifico del tubo germinal y el crecimiento de las hifas

es crucial en las primeras horas desde la siembra del hongo en la caja Petri, se ha visto que, a las
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23 horas, después de la siembra, hay un crecimiento exponencial de las hifas y el tubo germinal.
Es por eso por lo que a las 28 horas se dificulta identificar las hifas. Para la identificacion de las
cepas de Beauveria bassiana aislada previamente, se pudo ver que el desarrollo de hifas, tubo
germinal, y posteriormente la germinacion de las esporas, dificulta al momento de la realizar las
placas para identificacion. Las cepas en estudio tuvieron una buena esporulacion, lo cual era
importante para el producto final (Ortizy Keyhani, 2016) (Pomay Lopez, 2017) (Rodriguez, y
otros, 2017).

Se ha visto que si el filtrado de las cepas posee esporas y metabolitos, este serd mas
efectivo para controlar a los afidos, la presencia de metabolitos permite que el filtrado actue en
menos tiempo pues las propiedades insecticidas se vuelven mas agresivas, en cambio si el
filtrado solo lleva esporas (Dresnes, 1950), el tiempo de accién es mas corto (Kim, Jeong, y Lee,
2013). Al ver que la cepa 3 funciond de mejor manera, permitiria asociar con que las esporas
mas los metabolitos hicieron su trabajo, lo mismo con la cepa 1. Ahora es importante hacer un
analisis quimico molecular que permita determinar con exactitud qué tipo de metabolitos estan
actuando en cada 1 de las cepas. Se ha podido analizar en varios estudios algunos de los
metabolitos que actian, como la bassianina, alcaloides como la tenelina, y metabolitos
secundarios como destruxinas y citocalasinas por su poder insecticida (Fan, y otros, 2017),
(Sayed y Farouk, 2019) . (Annamalai, Kaushik, y Selveraj, 2013)

En el siguiente estudio (Akmal, Malik, y Gul, 2013) se vio la eficacia de B. bassiana, la
misma que tuvo efectos con las siguientes concentraciones: 1x108, 1x107, y 1x108 (Aldou,
Abdel-Hakim, y Metwally, 2017) (Behie, Zelisko, y Bidochka, 2012). Para esta investigacion se
utilizo la concentracion de 1x107, y se vieron resultados bastante favorables y esperados, si se

considera el estudio de Aldou (2017), para el dia 3 murié el 50% de la poblacion de Brevicoryne
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brassicae (un afido muy comun de la familia Brassicaceae), lo mas Ilamativo de ese estudio es
que para el dia 7 la mortalidad fue del 100%, mientras que en el presente estudio se alcanzo el
89,10% de mortalidad en el mejor tratamiento. Es importante tomar en cuenta que el afido
tratado es distinto y afecta a otra especie de planta, de todas maneras, el dafio que provoca es
similar, y para tener mejores cultivos, siempre serd importante llegar a un control maximo de la
plaga. Pues en el caso de los pulgones, basta que haya un hembra adulta para que multiplique
rapidamente la poblacion de estos. Y esto se trata de hacer con cualquier plaga, en el estudio de
Guevara, se quiere controlar la gualpa (plaga palma africana), con B. bassiana, y se llego6 a
obtener porcentajes de mortalidad sobre el 80% (Guevara, , 2018). En el estudio de Jandricic no
hubieron resultados esperados, pues se obtuvieron porcentajes de mortalidad menores al 31%
con una concentracion >1000 conidias/mm? (Jandricic y otros, 2014). Aqui se explica que una de
las razones por las que no se tuvieron los resultados esperados se puede deber a la rapida
reproduccion de los mismo, por otra parte, el insecto en su parte externa también debe
defenderse y las caracteristicas de su cuticula le permiten defenderse de cualquier ataque (Holder
y Keyhani, 2005; Ortiz y Keyhani, 2013). Las esporas de B. bassiana son hidrofobicas por eso es
necesario colocar un fijador que permita a las esporas adherirse a la cuticula del insecto y poder
hacer dafio (Boucias y Pendland, 1991) (Ortiz y otros, 2013). Si este sistema no funciona
correctamente, puede haber problemas del control de la plaga.

Aphis gossypii (plaga del melén y otros cultivos) ha sido tratado con B. bassiana (Rashki
y Shirvani, 2013), aqui se evaluaron distintas concentraciones, la mas efectiva fue de 1x107, se
vio que existe una relacion indirecta que mientras mas se aumenta la concentracion de conidias

el efecto disminuye, o se mantiene igual a la concentracion que produjo mas dafio. La
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concentracion utilizada en este estudio fue la misma, y se obtuvieron resultados buenos, a pesar

de que no se llego a eliminar la plaga en un 100%.

6 CONCLUSIONES

e La hipotesis puede ser aprobada porque las cepas sirven para controlar el pulgén, claro que
una funciondé mejor que otra.

e Lacepa 3 tuvo un mayor porcentaje de mortalidad a los 7 dias del tratamiento con un 89.10%
con relacidn a las demas cepas, esto se puede asociar a la produccién de diversos
metabolitos, como la bassianina, alcaloides como la tenelina, y metabolitos secundarios como
destruxinas y citocalasinas, mencionadas anteriormente por su poder insecticida.

e Al ser un hongo entomopatdgeno que infecta al insecto por contacto, el hongo sigue
trabajando contra los insectos que estan vivos y fueron afectados por los pulgones infectados.
Esto demuestra que es un método eficaz de control, pues basta que unos pulgones se infecten

para que sigan infectando al resto de la poblacién.

7 RECOMENDACIONES
e Realizar un ensayo con distintas concentraciones para observar cémo se comporta el hongo
con los pulgones. De tal forma que se pueda determinar la dosis letal 50 y el tiempo letal 50
con relacion a la concentracion aplicada.
e Se recomienda hacer un ensayo en laboratorio, para reactivar las cepas, donde se siembren
los pulgones infectados, y como resultado se esperaria tener mejores porcentajes de

mortalidad.
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Realizar un analisis quimico que permita determinar cuales son los metabolitos activos de las
3 cepas de Beauveria bassiana, de esa manera poder determinar de manera mas precisa su
comportamiento de acuerdo con su produccion de metabolitos.

Mediante estudios moleculares determinar el nivel de diferencias entre cepas.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO A: AISLAMIENTO INICIAL
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Figura 28 Aislamiento inicial de Beauveria bassiana en el 2018 de la Granja experimental de la

USFQ
9.2 ANEXO B: DATOSDIA 3
Tabla 9 Toma de datos del dia 3, de pulgones vivos y muertos
Dia 3
Vivos Muertos
# Cepal [Cepa3 |[Cepad [Control |# Cepal |Cepa3 [Cepa4d |Control
1 19 21 11 32 1 0 0 0 0
2 21 29 12 38 2 0 0 0 0
3 13 25 30 48 3 0 2 0 0
4 10 26 10 16 4 1 1 0 0
5 13 18 23 18 5 0 2 0 0
6 26 21 11 14 6 0 1 0 0
7 20 25 14 11 7 0 0 0 0
8 12 21 10 17 8 0 0 0 0
9 21 24 17 12 9 0 0 0 0
10 18 18 33 10 10 1 1 0 0




9.3 ANEXO C: DATOS DIA5

Tabla 10 Toma de datos del dia 5, de pulgones vivos y muertos
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Dia 5
Vivos Muertos
Cepal [Cepa3 |[Cepad |[control Cepal |Cepa3 [Cepa4d |Control
1 7 5 5 30 1 12 16 6 2
2 6 9 5 37 2 15 20 7 1
3 3 8 20 45 3 10 17 10 3
4 3 8 6 16 4 7 18 4 0
5 5 5 15 15 5 8 13 8 3
6 14 7 5 12 6 12 14 6 2
7 10 5 6 10 7 10 20 8 1
8 5 1 5 17 8 7 20 5 0
9 9 6 9 10 9 12 18 8 2
10 5 3 16 10 10 13 15 17 0
9.4 ANEXO D: DATOS DIA7
Tabla 11 Toma de datos del dia 7, de pulgones vivos y muertos
Dia 7
Vivos Muertos
Cepal |[Cepa3 |Cepa4 |Control Cepal |[Cepa3 [Cepa4 |control
1 3 2 1 28 1 16 19 10 4
2 4 6 3 62 2 17 23 9 3
3 3 6 12 45 3 10 19 18 6
4 1 5 5 16 4 9 21 5 1
5 3 3 27 18 5 6 7 8 2
6 8 0 4 10 6 18 21 7 2
7 9 0 4 26 7 11 25 10 3
8 3 0 7 35 8 9 21 3 3
9 7 4 6 22 9 14 20 11 3
10 3 2 8 23 10 15 16 25 1




9.5 ANEXO E: NUMERO DE PULGONES DIA 5

Tabla 12 NUumero de pulgones vivos y muertos en el dia 5

Dia 5

Cepal Cepa 3 Cepa 4 Control

Vivos 67 57 92 202
Muertos 106 171 79 14
Total 173 228 171 216

9.6 ANEXO F: NUMERO DE PULGONES DIA 7

Tabla 13 Numero de pulgones vivos y muertos en el dia 7

Dia7

Cepal Cepa 3 Cepa 4 Control

Vivos 44 28 77 285
Muertos 125 192 106 28
Total 169 220 183 313

9.7 ANEXO G: REPETICIONES DIA5

Dia5
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Figura 29 Numero de pulgones vivos por tratamiento y por repeticiones



9.8 ANEXO H: REPETICIONES DIA 5

Dia 5
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Figura 30 Numero de pulgones muertos por tratamiento y por repeticiones.

9.9 ANEXO I: REPETICIONES DIA 7

Dia 7
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Figura 31 NUmero de pulgones vivos por tratamiento y por repeticiones.

63



# de pulgones muertos

3
2
2
1
1

0
5
0

o o

0

9.10 ANEXO J: REPETICIONES DIA 7

Dia 7
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Figura 32 NUmero de pulgones muertos por tratamiento y por repeticiones.

9.11 ANEXO K: CALDO NUTRITIVO

Tabla 14 Elementos del Caldo Nutritivo para la siembra en arroz
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Medio nutritivo Preparacién para 1 Litro
KoHPO,4 1g

KCI 05¢

MgSO4 05¢g

FeSO4 0.01g

Agar 179




